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Abstract

This study evaluates the antibiofilm effect of thyme essential oil « Thymus vulgaris » on
several biofilm-forming bacteria. The microplate assay was used to measure the bacteria’s
ability to form a biofilm before and after treatment of the essential oil. The results show that
thyme oil exhibits significant antibiofilm activity against several pathogenic strains, including
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, and Klebsiella
pneumoniae, with a significant reduction in optical density following treatment. These results
highlight the potential of thyme essential oil as a natural antibiofilm agent, thus opening up
interesting prospects for the development of new strategies to combat bacterial infections

associated with biofilms.

Keywords: Thyme essential oil, Thymus vulgaris, biofilm, antibiofilm, bacteria, microplate.



Résumé

Cette étude évalue I’effet antibiofilm de I’huile essentielle du thym « Thymus vulgaris » sur
plusieurs bactéries formatrices de biofilm. La méthode de microplaque a été utilisée afin de
mesurer la capacité des bactéries a produire un biofilm avant et apres traitement par 1’huile
essentielle du thym. Les résultats obtenus montrent que 1’huile du thym posséde une activité
antibiofilm significative contre plusieurs souches bactériennes, notamment Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae, avec une
réduction importante de la densité optique apres traitement. Ces résultats mettent en évidence
le potentiel de I’huile essentielle du thym comme agent naturel antibiofilm, ouvrant ainsi des
perspectives intéressantes pour le développement de nouvelles stratégies de lutte contre les

infections bactériennes associées aux biofilms.

Mots-clés : Huile essentielle du thym, Thymus vulgaris, biofilm, antibiofilm, bactéries,

microplaque.
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Introduction

Le traitement des infections bactériennes s'accompagne d'une augmentation alarmante
de la résistance aux antibiotiques traditionnels, au point que I'Organisation Mondiale de la
Santé considére aujourd'hui ce phénomeéne comme une menace majeure pour la santé publique.
Face a des traitements classiques qui s'essoufflent et échouent de plus en plus souvent

(Boucher et al., 2009).

La recherche scientifique doit trouver une nouvelle stratégie ; plutdt que de chercher a
tout prix a tuer les bactéries avec des agents bactéricides, ce qui crée une forte pression de
s¢lection et favorise inévitablement I'apparition de nouvelles résistances ; une attention
croissante est désormais accordée aux stratégies dites "anti-virulence" (Rasko et Sperandio,
2010). L'objectif n'est plus d'éliminer la bactérie, mais simplement de la désarmer en bloquant

ses moyens d'attaque sans pour autant perturber sa survie immédiate.

C’est dans cette vision moderne que les produits naturels, et particulicrement les huiles
essentielles révelent tout leur intérét. Parmi elles, I’huile essentielle de Thymus vulgaris se
distingue nettement. Le pouvoir antimicrobienes a éliminer les microbes sont déja bien
connues, c'est son action a des concentrations tres faibles, agit comme un bouclier anti-
virulence (Ahmad et al., 2015). Elle perturbe les signaux de communication des bactéries et

bloque I'expression des geénes qui leur permettent d'agresser I'organisme.

L'un des facteurs de virulence les plus redoutables chez les bactéries est leur capacité a
s'organiser sous forme de biofilms (Costerton et al., 1999). Un biofilm est une sorte de
communauté de bactéries qui s'agglutinent entre elles et s'enveloppent dans une bulle de
protection gluante (Flemming et Wingender, 2010). Ce mode de vie communautaire agit
comme un protecteur hautement efficace, les bactéries au sein du biofilm deviennent jusqu'a
1000 fois plus tolérantes aux antibiotiques et échappent activement aux défenses immunitaires

de I'hote (Mah et O'Toole, 2001).

Face a cette problématique, I’objectif général de cette étude vise a extraire ’huile
essentielle du Thym d’une part et évaluer son effet antibiofilm a une faible concentration sur

différentes souches bactériennes d’autre part.
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1. Généralité

Les plantes médicinales comme le thym sont toutes les plantes qui auraient une
activit¢ pharmacologique pouvant conduire a des emplois thérapeutiques. Cela grace a la
présence d’un certain nombre de substances actives dont la plupart agissent sur 1’organisme
humain, elles sont utilisées en pharmacie humaine et vétérinaire, en cosmétologie ainsi que
dans la confection de boissons, soit nature, soit en préparation galénique ou encore sous forme

de principes actifs comme matiére pour 1’obtention de médicaments (Patil et al., 2021).

Le thym est un mot qui recouvre en réalité une grande diversité de plantes. Quand on
parle de thym commun en phytothérapie, on désigne précisément Thymus vulgaris. C'est le

plus utilisée depuis I’antiquité.

C'est une plante vivante, marque son identité par des caractéristiques morphologiques,
a Dorigine de la classification botanique et méme biochimiques, liées a des voies de
biosyntheses inédites, qui représentent 1’intérét de 1’usage des plantes médicinales (Bruneton,

1987 ; Salehi et al., 2019).

Les égyptiens de l'antiquité, connus pour leurs connaissances médicales avancées,
utilisaient le thym dans les processus d'embaumement, probablement en raison de ses

propriétés antiseptiques et conservatrices (Livingston, 2025).

Les grecs ont donnés une prescription plus précise du role du thym dans le traitement
des troubles respiratoires. Ils reconnaissaient ses propriétés antiseptiques et I'utilisaient dans
les bains et les encens. Hippocrate, le pere de la médecine mentionnait le thym pour soigner

les affections respiratoires.

Les romains, toujours pragmatiques, adoptérent et développerent les connaissances
médicales grecques. Ils utilisaient largement le thym, non seulement a des fins médicinales,
mais aussi pour aromatiser les plats et purifier leurs maisons. Les soldats romains, conscients
des propriétés antiseptiques du thym, s'en servaient pour désinfecter les blessures et prévenir

les infections (Patil ez al., 2021 ; Livingston, 2025).

Le nom Thymus dérive du mot grec « thymos » veut dire ‘parfumer’ a cause de

I’odeur agréable que la plante dégage naturellement ou lorsqu’on la fait briler (Pariente,

2001 ; Tavassoli et al., 2025).Tandis que d'autres le relient a thymos « courage » ou « force ».

A T'origine, le terme « thym » désignait des plantes aromatiques utilisées pour stimuler les
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fonctions vitales (Tavassoli et al., 2025).

Le genre appartient a la famille des Lamiacées, anciennement appelée Labiées en
raison de la corolle en deux lévres de ses petites fleurs. C’est I'une des familles les plus larges
dans le regne végétal. Elle comprend approximativement 240 genres et 7200 espéces
(Karpinski, 2020 ; Islam et al., 2022). Elle est une des principales familles productrices
d’huiles essentielles et ce sont des plantes qui sont énormément utilisées et connues en tant

que herbes aromatiques (Galovic¢ova et al., 2021 ; Nieto et al., 2021).

Les Thymus sont caractérisés morphologiquement par leurs formes de vie, ce sont des
plantes trés résistantes, ce qui leur permet de vivre sous des conditions climatiques extrémes
(Mahdavi et al., 2020).

2. Systématique
Ce classement se fonde sur la classification botanique ancienne (Goetz et Ghedira,

2012) (Tableau 1).

Tableau 1 : Classification botanique de Thymus vulgaris (Goetz et Ghedira, 2012).

Régne Plantae

Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Thymus

Espéce Thymus vulgaris

3. Description botanique

Le thym est une plante basse sous-ligneuse, peut atteindre 40 cm de hauteur,
caractérisée par des feuilles vert foncé, persistantes, petite taille de 4—10 mm de long, et de
forme elliptique a oblongue et a tige courte. Ces feuilles sont recouvertes de poils glandulaire
appelés trichomes; beaucoup sont le point de départ de ramuscules trés courts, ces derniers
contiennent [’huile essentielle majoritairement composée de monoterpénes. Elles sont
subsessiles et de couleur vert grisatre ; beaucoup sont le point de départ de ramuscules tres
courts, formant des faisceaux de petites feuilles issues de celles des tiges ; leur face inférieure
est feutrée et ponctuée de poils sécréteurs, alors que leur face supérieure est glabre et marquée
par une nervure centrale déprimée ; les marges du limbe sont généralement enroulées sur la
face ventrale, ce qui donne a la feuille une forme générale d’aiguille (Patil et al., 2021)

(Figure 1).
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Les fleurs, regroupées par 2 ou 3 a l’aisselle de feuilles, sont rassemblées en
glomérules ovoides ; elles sont de petite taille et zygomorphes ; le calice est velu, hérissé de
poils durs, en forme de tube ventru a la base et de 3 a 4 mm de long ; il est formé de 5 sépales
soudés en 2 lévres inégales, celle du haut étant tridentée et celle du bas bilobée, cili¢e et
arquée ; la corolle est de taille variable, bilabiée et de couleur mauve (Goetz et Ghedira,

2012 ; Khan et al., 2021).

Les calices et les jeunes tiges sont aussi couverts de ces structures qui libérent
I’essence par simple contact, bien qu’en plus faible densité sur les tiges (Benazzeddine, 2010).

Le thym a une durée de vie allant de 4 a 7 ans (Lavergne, 2012).

- -
g
¥
o

-.J "
[ |

r 1@ »

Figure 1 : Aspect morphologique de Thymus vulgaris (Khan et al., 2021).

4. Répartition géographique

Le thym prospere dans des endroits ensoleillés et bien drainés. Originaire de la région
méditerranéenne, il est cultivé et naturalisé dans de nombreuses autres régions du monde,
notamment en Europe, en Amérique du Nord et en Asie (Livingston, 2025). C’est un genre
trés répandu dans le nord-ouest africain (Maroc, Algérie, Tunisie et Libye), il pousse
¢galement sur les montagnes d’Ethiopie et au sud-ouest de la péninsule Arabique, en passant

par la péninsule du Sinai en Egypte (Morales, 1997) (Figure 2).
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Répartition géographique du Thym (Thymus spp.)

Légende
[E5] Aire de répartition du Thym

— Régions sélectionnées : o
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et bassin méditerranéen

]
0 2500 5000 7 500 10 000 km

.

Figure 2 : Distribution géographique du thym dans le monde (Morales, 1997).

L’ Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales a cause de sa superficie et
sa diversité bioclimatique. Le genre Thymus comprend plusieurs espéces botaniques réparties
sur tout le littoral et méme dans les régions internes jusqu’aux zones arides (Hammaz et Nafa,

2017).

5. Composition chimique
Jusqu'a présent, diverses recherches sur la composition chimique de Thymus du
monde entier et en Algérie ont été menées. La qualité de Thymus est généralement déterminée

par leur teneur en huiles essentielles. Cependant, ils contiennent également de :

e Flavonoides : Thymus vulgaris contient plusieurs flavonoides tels que
I’apigénine, la lutéoline, la cirsimaritine et la genkwanine ; certains composés
restent encore peu étudiés (Abdelli ef al., 2017 ; Al-Asmari et al., 2017 ; Patil
etal.,2021).

e Composés phénoliques : Les principaux composés phénoliques identifiés
comprennent le crésol, le thiophénol, I’acide quinique, le loliolide, le phénol,
ainsi que les acides rosmarinique, caféique et p-coumarique (Reddy et al.,
2014 ; Escobar et al., 2020).

e Terpénoides : L’huile essentielle est riche en thymol, carvacrol, linalol et y-
terpinéne. Six chémiotypes ont été décrits, mais seul le chémiotype a thymol

satisfait aux normes de la Pharmacopée Européenne (Dauqan et Abdullah,
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2017 ; Patil et al., 2021).
e Autres composés : D’autres constituants ont également été signalés,
notamment les stéroides, tanins, alcaloides, saponines, polysaccharides,

protéines et vitamines ; plusieurs nécessitent encore des études approfondies

(Asha et Mathew, 2017 ; Banerjee et al., 2019).

6. Usage du thym

Grace a tous ces composants chimiques, le thym a autant de vertus thérapeutiques et

pharmacologiques.

6.1. Usage traditionnel

Le thym est trés souvent utilis¢é comme épice aromate en cuisine, qu’ il soit frais ou

sec (Kuete, 2017).

Les usages traditionnels des especes incluent des applications externes et internes, ce
qui témoigne de leur role polyvalent dans la médecine populaire. Bardeau considérait le thym
comme indispensable au maintien de la santé, décrivant ses propriétés revigorantes et
stimulantes lorsqu’il est consommé sous forme de tisane (Bardeau, 1973). Des études
ethnopharmacologiques décrivent des applications topiques d'huiles essentielles a base de
thym pour le traitement des plaies, des ulceres, des infections cutanées, des abces et de
diverses formes de dermatite. Son utilisation en massage pour soulager les douleurs

rhumatismales, la sciatique, l'arthrite et les névralgies a également été rapportée.

De plus, les bains au thym sont considérés comme a la fois stimulants et relaxants, et
sont parfois recommandés dans le cadre de cures d'amaigrissement (Patil ez al., 2021 ; Aneva
et al., 2026), les utilisations internes des espéces occupent une place particulieérement pour
traiter la bronchite, la toux, 'asthme, la sinusite, la tuberculose et méme considéré comme un
tonique général, car il soulagerait I'insomnie, la tension nerveuse, I'anxiété et la fatigue (Silva

etal., 2021 ; Aneva et al., 2026).

6.2. Usage cosmétique

Plusieurs études ont évalué l'efficacité¢ des composants bioactifs du thym dans le
domaine cosmétique, son huile essentielle est riche en thymol qui est utilisée pour la
confection de savons, de produits de beauté, des parfums, des détergents, d’articles de toilette,
produits d’hygieéne et bien d’autres produits. Par ailleurs, il a ét¢ démontré qu’il est un bon

remede contre la chute de cheveux (Silva et al., 2021 ; Abelan et al., 2022).

6



Partie bibliographique Chapitre 1 : Thym

6.3. Usage thérapeutique

La phytothérapie est basée sur 1’utilisation des produits végétaux pour le traitement
des maladies humaines. Le thym est une plante qui a une longue tradition. Il est utilisé
principalement dans le domaine médical pour ses propriétés antiseptique, anti-inflammatoire,
antispasmodique et antitussif (Labiad et al., 2017 ; Galovicova et al., 2021 ; Vassiliou et al.,
2023). Des études récentes ont montré aussi que les espéces de Thymus ont de forts pouvoirs
antifongiques, antiviraux, antimicrobiennes, antiparasitaires, antioxydant et antibiofilm
(Ghelichnia, 2016 ; Kowalczyk ef al., 2020 ; Vassiliou ef al., 2023). Par ailleurs, les extraits
du thym ont montré une large activité antibactérienne en inhibant la croissance des bactéries a

Gram positif et a Gram négatif (Galovi¢ova et al., 2021 ; Patil et al., 2021)
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1. Historique

En 1684, Anton van Leeuwenhoek commenca ses observations au microscope, qu'il
venait de construire (Donlan, 2002 ; Sharma et al., 2023). En étudiant les bactéries présentes
dans la plaque dentaire de sa propre bouche, il découvrit une multitude de minuscules
organismes vivants qu'il nomma « animalcules ». Il put réaliser des dessins détaillés des amas

bactériens observés, offrant ainsi la premiére représentation visuelle d'un biofilm buccal.

En 1865, Louis Pasteur étudia le vin et découvrit de nombreux amas bactériens
responsables de son altération (Bjarnsholt ez al., 2013). Ses recherches démontrérent que ces
structures microbiennes subissent des processus biologiques organisés et contribuérent a la

mise au point de la pasteurisation.

Les ¢études d'Arthur Henrici sur la composition des bactéries d'eau douce en 1933 ont
révélé que la plupart des bactéries naturellement présentes dans I'environnement ne sont ni
planctoniques ni flottantes, mais adhérent plutdt a des surfaces immergées, ou elles peuvent se
multiplier rapidement ; ses résultats ont permis une meilleure compréhension de la formation
des biofilms et des systemes écologiques associés a 1'établissement des biofilms (Henrici,

1933).

En 1943, Claude Zobell a formellement décrit comment les bactéries marines
s’associent aux surfaces et montré que la colonisation se fait en deux étapes : une fixation
initiale, potentiellement réversible, suivie en général par une adhésion permanente a la surface

du substrat (Zobell, 1943 ; Sharma et al., 2023).

Dans les années 1970-1980, William Costerton, considéré comme le pére de la
science moderne, a été le pionnier de la théorie du biofilm. Il a joué¢ un role déterminant dans
la découverte que les biofilms sont entourés d'une couche protectrice appelée glycocalyx et a
¢tabli un lien important entre la présence de biofilms et les infections résistantes chez les
patients atteints de mucoviscidose ; ses travaux ont véritablement révolutionné le domaine de

la microbiologie médicale (Coenye et al., 2020 ; Sharma et al., 2023).

2. La définition

Un biofilm correspond a une organisation tridimensionnelle, hétérogene et structurée
de micro-organismes, tels que bactéries, champignons ou algues, qui se développent en
agrégats plutdt que sous forme libre. (Sharma et al., 2023 ; Farah et al., 2025 ). Entre ces

structures se trouvent des canaux d'eau qui agissent comme un systéme circulatoire primitif
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pour apporter 1'oxygeéne et les nutriments aux bactéries situées en profondeur et évacuer les
déchets (Sharma ef al., 2023). Ces communautés peuvent étre composées d’une seule espece

ou regrouper de plusieurs especes différentes en interaction.

Contrairement aux bactéries dites planctoniques qui évoluent isolément, les cellules
formant un biofilm sont généralement attachées a une surface, qu’elle soit vivante, par
exemple un tissu humain, ou inerte, comme une sonde médicale, bien qu’elles puissent
¢galement s’organiser en agrégats flottants (Sharma et al., 2023 ; Sahoo et Meshram, 2024 ;

Farah et al., 2025).

3. Composition

Le biofilm ne se limite pas exclusivement aux micro-organismes. En effet, la biomasse
microbienne ne correspond qu'a environ 10 % du volume total ( Sharma et al., 2023 ; Li et
al., 2024). L'eau, qui représente prés de 90 % du biofilm, joue un role essentiel dans le

transport des nutriments.

La caractéristique principale du biofilm réside dans sa matrice extracellulaire, un gel
protecteur synthétisé par les micro-organismes eux-mémes (Sharma et al., 2023 ; Sahoo et
Meshram, 2024). Cette matrice représente la majeure partie du biofilm, souvent entre 85 % et
90 % de la biomasse totale. La matrice extracellulaire (EPS) constitue une substance adhésive
servant a structurer et a stabiliser I'ensemble. C'est la "colle" ou le "ciment" qui maintient tous

ensemble (Sahoo et Meshram, 2024 ; Farah et al., 2025).

> la Matrice Extracellulaire

La matrice des substances polymeres extracellulaires constitue un élément central pour

la pérennité du biofilm. Cette matrice comprend plusieurs composants distincts :

Les polysaccharides, qui correspondent a des sucres complexes, jouent un role
fondamental en formant la charpente de la structure et en assurant 1’adhésion a la surface

support (Li et al., 2024).

Les protéines et les enzymes contribuent a la stabilisation mécanique de la matrice
tout en participant a la dégradation des nutriments, ce qui favorise la subsistance bactérienne

(Flemming et al., 2025)

L’ADN extracellulaire (ADNe) intervient en tant qu’agent stabilisateur de la
structure et facilite la transmission des signaux de communication entre les cellules (Saharan

et al., 2024)



Partie bibliographique Chapitre 2 : Biofilm

Enfin, les lipides prennent part a la cohésion globale de cette matrice, renforcant

I’intégralité de I’ensemble (Sahoo et Meshram, 2024).

4. Processus de Formation

Le développement d’un biofilm correspond a un cycle de vie strictement régulé

(Figure 3).

4.1. Adhésion réversible
Au stade initial, 1’adhésion des bactéries a une surface est réversible ; ces
microorganismes en suspension sont maintenus par des forces physiques faibles, ce qui leur

permet de se détacher aisément (Muhammed et al., 2020).

Les cellules s'attachent a la surface et commencent la division cellulaire, formant des
micro-colonies produisent autour d'elles une matrice polymérique a base de polysaccharides.
La surface bactérienne et le support interagissent fortement par des liaisons hydrophobes
telles que les forces de Van der Waals, les interactions stériques et électrostatiques. Cette forte
interaction permet aux bactéries de s’ancrer irréversiblement (Galié et al., 2018 ; Karygianni

et al., 2020 ; Chatterjee et al., 2023).

4.2. Adhésion irréversible
L’adhésion devient irréversible lorsque les bactéries synthétisent une matrice
extracellulaire qui agit comme une colle, renforcant leur fixation a la surface grace a des

structures telles que les flagelles ou les pili (Sahoo et Meshram, 2024).

La fixation sur une surface solide devient irréversible par la libération d'exo
polysaccharides par les bactéries, générant de fortes interactions a travers des liaisons
covalentes entre les bactéries et la surface, mais surtout grace a des structures d'adhésion qui

varient selon les especes bactériennes (Flemming et al., 2016 ; Karygianni ef al., 2020).

4.3. Formation de microcolonies
Les bactéries proliférent et s’organisent en microcolonies dispersées (Farah et al.,

2025).

Les colonies qui se forment commencent a produire de la matrice extracellulaire. A la suite
d'une fixation irréversible, la colonie bactérienne se propage soit par mitose, soit en
fusionnant la mitose avec l'intégration d'autres cellules microbiennes (Mack et al., 1999 ;

Aumeran et al., 2020).
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4.4. Maturation
Le biofilm augmente en épaisseur et développe une architecture tridimensionnelle

complexe, caractérisée notamment par la formation de canaux aqueux (Sharma et al., 2023).

Au cours de cette étape, les cellules microbiennes s'agrégent pour créer un biofilm.
Dans ce but, elles émettent des signaux d'auto-indication qui conduisent a I'expression d'un
gene spécifique au biofilm, facilitant la communication entre les cellules. Cette interaction
bactérienne se réalise grace a un outil de détection nommé « Quorum Sensing». Ce systéme
est fondé sur la production des molécules diffusibles par les bactéries. A ce moment, le micro-
organisme produit I’EPS, cette étape est marquée par une croissance de la dimension du

biofilm (Thierry, 2008 ; Rutherford et Bassler, 2012).

4.5. Dispersion
La dispersion survient lorsque des fragments du biofilm ou des bactéries isolées se
détachent, ce qui leur permet de coloniser de nouvelles surfaces et d’étendre ainsi la

propagation de I’infection (Muhammed et al., 2020).

La dispersion ou le décollement représente la phase finale du cycle de vie d'un biofilm,
pouvant étre active ou passive (Kaplan, 2010). On l'appelle phase planctonique, car des
cellules différenciées quittent le biofilm et regagnent un état libre, perdant ainsi leur
phénotype de biofilm, mais sont capables de coloniser d'autres surfaces (Donlan, 2002 ;
Mcdougald et al., 2012 ; Rumbaugh et Sauer, 2020 ; Caro-Astorga et al., 2021 ; Ding et
al., 2025).
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Figure 3 : Le cycle de développement d'un biofilm (Aumeran et al., 2020).
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5. Lutte contre les biofilms

De nombreuses approches peuvent étre utilisées pour empécher la formation de biofilms :

5.1. Méthodes chimiques
Les traitements chimiques sont largement utilisés pour la désinfection des surfaces

afin de prévenir et contrdler les biofilms (Gomes et al., 2024).

La désinfection est une technique qui favorise I'élimination des germes nuisibles d'une
surface. Pour une efficacité optimale, le nettoyage appropri¢ doit précéder la désinfection
(Fong et Barn, 2012 ; Maillard et Centeleghe, 2023). On a constaté 1'efficacité de divers
composés contre les biofilms, a l'instar de 'hypochlorite de sodium (Na CIO) (Das et Lalitha,
2022). Cependant, les désinfectants a base de chlore sont les plus couramment employés dans
le secteur alimentaire (Galié et al., 2018 ; Yang et al., 2016), du fait de leur facilité de

préparation et d'application ainsi que de leur colit généralement avantageux (Schmidt, 2021).

5.2. Méthodes physiques

Des méthodes physiques en tant qu'alternatives aux désinfectants chimiques sont
utilisées, par exemple : I'emploi de la lumiére et de I'ozone pour la pasteurisation (Liu et al.,
2022). L'emploi de la bioélectricité pour améliorer l'infiltration des substances actives dans le

biofilm (Ciarolla et al., 2023).
5.3. Méthodes biologiques

> Bactériophages : Sont des virus capables d'infecter les bactéries et d'influer sur la
création de biofilm via leurs enzymes susceptibles de démanteler le composant EPS,
aprés quoi les bactéries exposées a la surface deviennent infectées par ces phages (Latka

et al., 2017 ; Topka-Bielecka et al., 2021 ; Guo et al., 2023. Meneses et al., 2023)

> Bactériocines : Sont des peptides antimicrobiens de synthése ribosomal produits par les
bactéries. La nisine est jusqu'a maintenant la seule bactériocine approuvée par l'agence
fédérale américaine des produits alimentaires et médicamenteux. Cette bactériocine aide a
augmenter la durée de conservation, a prévenir la détérioration des produits et a
minimiser le recours aux traitements thermiques (Cleveland et al., 2001 ; Yu et al., 2023 ;

Wu et al., 2023).

5.4. Inhibition de Quorum Sensing (QS)
Les inhibiteurs du QS fonctionnent principalement en désactivant le systéme

médiateur QS qui a son tour bloque la communication intercellulaire par dégradation
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enzymatique du QS, inhibition des signaux de biosynthése du QS et régulation post-
traductionnelle des QS, cette approche axée sur le QS et la formation de biofilm génére moins
de sélection exercée et par conséquent, n'engendre pas de résistance au composé inhibiteur

(Paluch et al., 2020 ; Wang et al., 2022 ; Eltaher et al., 2026).

5.5. Utilisation des plantes

Les plantes produisent plusieurs métabolites secondaires pour leur protection contre
les agents pathogenes telle que les bactéries, ces métabolites sont une bonne source pour lutter
contre la formation de biofilm. Les plantes aromatiques sont utilisées dans 1’industrie
alimentaire pour inhiber 1’adhésion des cellules sur 1’acier inoxydables comme I’origan,
thymol, carvacrol et le cumin, ces plantes ayant un effet efficace contre le biofilm comme le
biofilm formé par : Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa , Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ... (Guzzo et al., 2020 ;

Walczak et al., 2021 ; Farhadi et al., 2024).
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Cette recherche a été réalisée au sein du Laboratoire de Microbiologie Appliquée a
I’ Agro-alimentaire, au Biomédical et a ’Environnement (LAMAABE) de I'Universit¢ Abou
Bekr Belkaid de Tlemcen. Notre travail porte sur 1’étude de I’effet antibiofilm de 1'huile
essentielle de Thymus vulgaris sur différentes souches bactériennes, dans ce contexte, notre
objectif principal vise a :

» Extraire I’huile essentielle du thym.

> Evaluer la capacité des souches de référence a former le biofilm.

> Etudier ’effet antibiofilm de cette huile sur des souches bactériennes de référence et

une seule qui est sauvage.

1. Matériel
1.1. Matériel biologique
» Les bactéries

Les souches utilisées dans ce travail sont quatre (4), préalablement identifiées et

conservées au niveau du LAMAABE (Tableau 2).

Tableau 2 : Origine des souches bactériennes utilisées

Souche Origine Type
Enterococcus faecalis LAMAABE Souche sauvage
Escherichia coli LAMAABE Souche de référence
Klebsiella pneumoniae LAMAABE Souche de référence
Staphylococcus aureus LAMAABE Souche de référence

1.2. Matériel végétal

Le thym est I’espéce végétale qui a fait 1'objet de cette étude, originaire de la région
de Maghnia (Algérie). Cette derniere était identifiée sur la base de ses caractéristiques
morphologiques par I'utilisation d’une application d’identification végétale « PlantSnap :

Plant identifier ».

La partie aérienne est dépoussiérée et séchée a I'ombre sur du papier propre a l'air libre,
non exposée a I'humidité, sans recourir a un traitement thermique pour réduire la perte de
composants actifs. Ensuite stockés dans des sacs en papier propres jusqu'a leur utilisation

(Figure 4).
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Figure 4 : La partie aérienne s¢che de Thymus vulgaris.

2. Méthodes
2.1. Extraction de I’huile essentielle de Thymus vulgaris par hydrodistillation
L'extraction de 1’huiles essentielle a été effectuée au sein du laboratoire de biochimie

de 1'Université Abou Bekr Belkaid de Tlemcen.

L'extraction était réalisée par hydrodistillation classique des parties aériennes séchées
du thym dans un appareil de type clevenger pendant 3 heures (Figure 5). Le protocole

d’extraction a été réalisée comme suit :

e 250 g de la partie aérienne séche de Thymus vulgaris était directement placés
dans un ballon en verre rempli de 1L d’eau.

e Le mélange a été porté a ébullition a I’aide d’un chauffe-ballon pendant 3 a 4
heures.

e Pendant la distillation, les composés volatils des feuilles étaient entrainés par la
vapeur d’eau.

e La vapeur d’eau chargée en huile essentielle a ét¢ collectée dans un réfrigérant
ou elle s’est condensée.

e L'huile essentielle insoluble dans 1’eau a été séparée de 1’eau distillée.

e L'huile essentielle était stockée dans un tube en verre a hémolyse stérile et

fermé a une température de 4 = 1 °C, a I'abri de la lumicre.

16



Matériel et méthodes

Figure 5 : Montage de l'appareil d'hydrodistillation lors de l'extraction de I'HE

2.2. Détermination du rendement en huile essentielle du thym
Selon les normes de I’AFNOR, Le rendement en huile essentielle (0.88 % ) se définit
comme le quotient entre la masse de I'huile essentielle obtenue et la masse du thym sec traité.

Cette mesure est calculée selon la formule suivante :

Rdt % = M/M0 x 100

Sachent que :

Rdt % : Rendement en huile essentielle exprimé en %.

M : Masse de I’huile essentielle récupérée en gramme (g).
Mo : Masse de matiére végétale a traiter en gramme (g).

2.3. Repiquage des souches bactériennes

Afin d’obtenir des cultures jeunes des souches bactériennes, les souches ont été
repiquées a partir du milieu d’origine sur gélose nutritive (GN), pour les quatre 4 souches :
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis. Les
boites ont été¢ incubées a 37°C pendant 24 heures. Cette étape est cruciale pour isoler et

obtenir des colonies pures et jeunes.

2.4. Conservation des souches bactériennes

La conservation des souches pures a long terme permet de maintenir les souches pour
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une période allant de quelques mois a plusieurs années. Dans cette technique, on a utilise des
tubes a Eppendorf et on y ajoute des additifs cryoprotecteurs tels que le glycérol (un
protecteur contre la formation de cristaux de glace nuisibles pour les bactéries). D’ou, 1.5ml
de la culture bactérienne est mélangé a 1.5ml de glycérol. La conservation se fait a une

température a -20°C.

2.5. Détection de I’effet d’antibiofilm de I’huile essentielle du thym sur quelques souches
bactériennes

Le principe de la détection de I’effet antibiofilm de I’huile essentielle du thym sur des
souches bactériennes repose sur 1’évaluation de leur capacité a inhiber ou perturber ces

souches a former le biofilm.

2.5.1. Etude de la formation de biofilm des souches bactériennes
Pour confirmer la capacité des souches a former le biofilm, une méthode de micro-
titration en plaque (TCP) a été utilisée. C’est une technique phénotypique quantitative

(Christensen et al., 1985).

Les bactéries sont cultivées dans un bouillon nutritif et incubées pendant 24 heures a

37 °C (Figure 6).

Figure 6 : Précultures des souches bactériennes.

Apres une nuit d’incubation, la densité optique (DO) des précultures était ajustée via
un densitométre entre 0.08 et 0.1 1’équivalent de 10® UFC/ml afin d’obtenir un inoculum

standardisé.

Les puits de la plaque TCP étaient inoculés avec 150 uL. de chaque souche dans 4

lignes et laissaient la premiére ligne pour le témoin (BN). On recouvre la microplaque, on
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scelle de maniere stérile et on les incube pendant 24 heures a 37°C (Figure 07).

Figure 7 : Formation de biofilm sur microplaque de titration (TCP).

Aprées incubation, les puits sont vidés, rincées trois fois par I’eau distillée stérile, séchées en
position retournée pendant 15 min et colorées avec 125 puL de cristal violet a 0.5% pendant

une durée de 15 min (Cubero et al., 2019).

Le cristal violet est un colorant basique utilisé pour la quantification de biomasse
totale, qui s’attache aux bactéries et aux exopolysaccharides présents dans la matrice du

biofilm ( Peeters et al., 2008 ; Kragh et al., 2019 ).

Aprés incubation, tout surplus de cristal violet est retiré grace a trois ringages avec
I’eau distillée. Aprés séchage de la microplaque, le colorant fixé a été solubilisé par 125 pL de
I’éthanol 95%. L'incubation a eu lieu a température ambiante pendant 15 min (Forbes et al.,

2019).

La quantité de cristal violet solubilisé est mesurée par la lecture optique (DO) a 570
nm a I’aide d’un lecteur ELISA Auto Reader. L’interprétation des résultats a ét¢ réalisée sur la
base de la DO du témoin. L'évaluation de la capacité des souches testées a générer un biofilm
sur microplaque est effectuée en comparant la densité optique du témoin avec celle des
différentes souches (Hola et Ruzicka, 2011). Les souches sont réparties dans les catégories

ci-apres (Tableau 3).
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Tableau 3 : Classification de I'adhérence bactérienne par technique TCP. (Christensen et al.,
1985 ; Stepanovic et al., 2000)

Valeur DO Adhérence Formation de biofilm
<0.120 Non adhérence Non formatrice
0.120 - 0.240 Faiblement adhérence Faiblement formatrice

>(0.240 Fortement adhérence Fortement formatrice

2.5.2. Etude de I’effet antibiofilm de I’huile essentielle (HE)
2.5.2.1. Préparation de la solution mére de ’HE

11 s’agit de préparer une solution mere, I’huile a été émulsionnée a 1’aide du Tween 80
afin d’améliorer sa solubilisation dans le milieu aqueux. Le contenu est mélangé au vortex

pour obtenir une solution bien homogénéisée (Figure 8). .

En mélangeant 10 pL de I’HE a 10 pL de Tween 80 (v/v) puis on compléte par
180 pL de bouillon nutritif pour avoir un volume final de 200 pL.

Ensuite, une concentration de 10 % a été préparée a partir de cette solution meére

(Sateriale et al., 2023).

Figure 8 : Préparation de la solution mere de I'HE

2.5.2.2. Effet antibiofilm de ’HE
L'effet antibiofilm de I’HE du thym a une concentration 10 % sur différentes

souches bactériennes a été étudi¢ par la méthode de TCP.

Dans chaque puits d'une microplaque a 96 puits, 100 uL de I’'HE est ajoutée a 100 pL
de la suspension bactérienne pour chaque souche, la premicre ligne sert de témoin, contient
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50% de BN et 50% de I’HE.

Apreés 24 heures d’incubation a 37°C (Figure 9 ), tout surplus de cristal violet est
retiré grace a trois ringages avec I’eau distillée. Apres séchage de la microplaque, le colorant
fixé a été solubilis¢ par 125 pL de I’éthanol 95%. L'incubation a eu lieu a température

ambiante pendant 15 min.

L'absorbance a été déterminée a 570 nm par un lecteur ELISA Auto Reader.

Figure 9 : Microplaque contenant la suspension bactérienne et 'HE.
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Résultats et discussion

Cette partie présente les résultats expérimentaux obtenues lors de 1'étude de l'effet
antibiofilm d’huile essentielle du thym a 10 % sur quatre souches bactériennes. L'étude est
organisée autour de la préparation des souches, de leur capacité intrinseque a former un
biofilm et de 1'efficacité antibiofilm de cette huile.

1. Repiquage des souches bactériennes

Le repiquage des souches bactériennes utilisées : Staphylococcus aureus,

Enterococcus faecalis, Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, a été effectué pour assurer

la viabilité et la pureté des cultures avant la réalisation des tests.

Les souches ont été¢ ensemencées sur un milieu gélose nutritive (GN) a partir d’une
préculture dans du bouillon nutritif, puis incubées a une température de 37°C pendant 24h.
Cette étape permet de placer les bactéries dans leur phase de croissance exponentielle

indispensables a l'adhésion.

Apres incubation, les colonies ont montré une croissance régulicre et visible, indiquant

une viabilité des souches employées.

2. Résultats de la Formation de Biofilm
La capacité des souches bactériennes a former le biofilm constitue un mécanisme

crucial pour leur persistance et leur résistance aux conditions défavorables( Tableau 4).

L'évaluation de leur capacité a former le biofilm basé sur I'utilisation de la méthode de
la plaque de culture de tissus TCP. La formation du biofilm a montré une variation de la
densité¢ optique (DO) entre les différentes quatre souches bactériennes étudiées, apres

coloration au cristal violet. Les résultats moyens pour les témoins sont résumés ci-dessous:

Tableau 4 : Résultats de 1'évaluation de la formation de biofilm.

Bactéries Valeurs de DO Adhérence Formation de biofilm
Staphylococcus aureus | 0,208 Faiblement adhérente | Faiblement formatrice
Escherichia coli 0,162 Faiblement adhérente = Faiblement formatrice
Klebsiella pneumoniae | 0,141 Faiblement adhérente | Faiblement formatrice
Enterococcus faecalis 0,132 Faiblement adhérente = Faiblement formatrice

Les résultats de la formation de biofilm pour les quatre souches (sans traitement)
montrent des densités optiques (DO) moyennes variant entre 0,132 et 0,208, présentent une

DO entre 0.120 - 0.240 ; les classant comme faiblement formatrice de biofilm.
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Nos résultats sont en désaccord avec 1’é¢tude de Shrestha et al. (2018), qui ont
démontré que les souches de références sont non formatrices de biofilm. Staphylococcus
aureus présente la valeur de DO la plus élevée (0,208), ce qui indique une adhérence plus
importante par rapport aux autres souches, suivie par Escherichia coli avec une DO de 0,162,
puis Klebsiella pneumoniae avec une valeur de 0,141. La valeur la plus faible a été observée

chez Enterococcus faecalis (0,132).

Cette faible capacité a former un biofilm est tout a fait normale et correspond aux
résultats de d'autres recherches récentes. Pour Staphylococcus aureus, la valeur de 0,208
rejoint celle de Francois et al. (2023), qui ont montré que sans stress ni stimulation, cette
bactérie stagne a une DO entre 0,18 et 0,22 aprés 24 heures. De méme, la faible DO chez
Escherichia coli (0,162) et Klebsiella pneumoniae (0,141) s'explique par les travaux de Di
Domenico et al. (2022) qui rappellent que dans un milieu de culture classique sans sucre
ajouté, les bactéries ne recoivent pas le signal pour fabriquer les composants nécessaires a leur

fixation.

Enfin, le faible score d'Enterococcus faecalis (0,132) est proche des observations de
Yang et al. (2024), qui expliquent que cette espece a souvent besoin de plus de 24 heures
pour commencer a produire sa matrice protectrice si rien ne la stimule. En résumé, ces
comparaisons confirment que les quatre souches se sont arrétées a un stade de fixation tres

précoce (Stepanovié et al., 2007).

Ces souches sont considérées comme faiblement productrices de biofilm mature dans
les conditions de 1'é¢tude. Cela peut s'expliquer par un temps d'incubation insuffisant pour que
ces souches spécifiques atteignent une phase de maturation complexe, puisque la cinétique de
formation est fortement influencée par la souche utilisée et la disponibilité des nutriments
(Sateriale et al., 2023). La faible DO observée ici pourrait s'expliquer par un biofilm jeune,
une hypothése également soulevée par Diouchi et al. (2024) qui ont prouvé que les résultats

sur des biofilms de 48 h peuvent varier selon la maturité de la structure (Figure 10).
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Figure 10 : La plaque apres la coloration au cristal violet et solubilisation par 1'éthanol.

3. Résultats de I’effet antibiofilm d’HE du thym sur les souches bactériennes

La méthode de TCP a été utilisée pour évaluer I’effet antibiofilm d’HE vis-a-vis des
importante de la biomasse du biofilm pour toutes les souches, le tableau suivant indiquant les
résultats de la formation de biofilm des souches bactériennes avant et apres leur traitement par
I’HE (Tableau 5).

Tableau S : Résultats de l'effet antibiofilm de I'HE du thym a 10% sur les souches
bactériennes.

Staphylococcus aureus 0.208 0.092 55.61%

Escherichia coli 0.162 0.092 43.33%
Enterococcus faecalis 0.132 0.09 31.47%
Klebsiella pneumoniae 0.141 0.102 27.38%

En l'absence de ’HE du thym (sans traitement ), les souches présentaient une faible
capacité d’adhésion, la densité¢ optique indiquant une adhérence importante entre 0,132 et
0,208.Cependant, I’ajout de I’'HE (avec le traitement ) a entrainé une diminution graduelle de
I’adhésion bactérienne avec DO mesurées entre 0.09 et 0.102 inférieur a 0,120. Cela indique

un manque d’adhérence et non-prolifération de biofilm (non formatrice).
Les résultats obtenus peut étre confirment que 1'efficacité de cette huile repose sur sa
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richesse en composés bioactifs principalement le thymol et carvacrol (Sateriale et al., 2023).

L'inhibition la plus marquée est observée chez Staphylococcus aureus (55.61%)
suggérant une sensibilité particuliere des bactéries a Gram positif a I'HE. Cette efficacité
s'explique par la pénétration des composés phénoliques de 1'huile a travers la paroi bactérienne.
Ce fort potentiel antibiofilm de 1'HE a faible concentration peut etre expliquer par la présence
de molécules actives capables d’inhiber spécifiquement les mécanismes de formation du

biofilm

En comparant nos résultats avec 1'étude de Sateriale et al. (2023), on note que 1'huile
du thym présente une bonne activité¢ inhibitrice du biofilm. Dans la méme étude, une
réduction de 30 % de biofilm a été observée chez Salmonella a des doses modérées. Nos
résultats pour Enterococcus faecalis (31,47 %), cette valeur est particulicrement intéressante
et comparable a celle de Diouchi et al. (2024) qui insistent sur le fait que 1’ huile essentielle
agit plus efficacement sur les phases précoces d'adhésion que sur les biofilms matures

protégés par une matrice épaisse.

Les bactéries a Gram positif possédent une couche épaisse de peptidoglycane mais
sont dépourvues de membrane externe protectrice (Nazzaro et al., 2013). On soulignent
¢galement que le thymol peut inhiber l'expression des genes liés au Quorum Sensing,

empéchant ainsi la communication bactérienne nécessaire a la formation du biofilm.

Les bactéries Gram négatif comme Klebsiella pneumoniae présente généralement une
résistance plus importante en raison de leur membrane externe riche en lipopolysaccharides,
La membrane externe des Gram négatif agit comme une barri¢re hydrophile sélective grace
aux lipopolysaccharides (LPS). Les agents antimicrobiens tels que le thymol et le carvacrol
agissent en provoquant des dommages structurels et fonctionnels a la membrane
cytoplasmique, augmentant sa perméabilité et entrainant la fuite de constituants cellulaires
essentiels (Walsh et al., 2003) ; cela peut expliquer la valeur la plus faible de la réduction

chez cette souche qui était de 27,38%.

Le pourcentage d’inhibition le plus ¢élevé est observé chez Escherichia coli (43.33%)
indique que ’HE est capable de réduire significativement la formation du biofilm, sans
toutefois provoquer une inhibition complete. Ce résultat demeure inférieur a celui rapporté par
Pabén et al. (2021), qui ont observé une inhibition supérieure a 70 % de la formation du
biofilm en présence de I’HE, Cette activité peut étre attribuée a la présence de composés

phénoliques et pourrait également étre liée a l'altération de la motilité, les études de Kerekes
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et al. (2013) rapportent aussi que les composants du thym altérent la motilité; ce qui réduisant

I'adhésion initiale a la surface.

Vazquez-Sanchez et al. (2018) démontrent que les huiles essentielles peuvent
moduler l'expression des genes régulant la production de la matrice extracellulaire (EPS). En
réduisant la densité de cette matrice, I'huile du thym fragilise l'architecture du biofilm,

facilitant ainsi sa désagrégation.

Nos résultats confirment que la concentration de I’HE est un agent préventif capable
de réduire drastiquement l'installation des communautés bactériennes sur les surfaces inertes

(Figure 11).
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Les souches bactériennes

Figure 11 : Formation de biofilm avant et apres le traitement.
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Les bactéries multi résistantes sont un probléme croissant ces derni¢res années et
posent de sérieuses difficultés thérapeutiques en raison de leur niveau de résistance plus élevé.
Une alternative a ce probléme sérieux consiste a utiliser des huiles essentielles de diverses
plantes pour le controle bactérien. La plupart des études se sont concentrées sur les tests in
vitro de la propriété antimicrobienne de ces huiles et ont méme comparé I'utilisation de ces

huiles a des antibiotiques commerciaux (Horvath et al., 2016).

Ce travail de recherche avait pour objectif d’évaluer le potentiel antibiofilm de I’huile
essentielle de Thymus vulgaris sur des souches bactériennes, face a l'impasse thérapeutique

que représentent les infections bactériennes.

Les résultats obtenus au cours de notre étude montrent que ’huile du thym a 10 % a
présenter une activité antibiofilm contre toutes les souches testées. Staphylococcus aureus a
marqué le plus haut pourcentage d’inhibition qui était de 55.61 % . Ces données démontrent
que notre concentration d'HE altére 1'adhérence bactérienne et bloque la formation de la
matrice protectrice, ces résultats mettent en évidence I'efficacité d'une approche anti-virulence

ciblée pour fragiliser les défenses bactériennes sans induire de pression de sélection.

En conclusion, cette étude suggére le potentiel d'huile essentielle du thym comme

alternative naturelle pour inhiber la formation de biofilm.

Pour consolider ses avancées et explorer leur application clinique, plusieurs

perspectives de recherche se dessinent :

» Augmenter le nombre d'échantillons et diversifier la population étudiée.

» Suivre la cinétique de formation du biofilm sur une durée plus longue (48h et 72h)
pour observer si ces souches finissent par atteindre un stade de maturation plus
dense.

» Modifier les paramétres du milieu pour identifier les facteurs environnementaux.

> Evaluer 'effet antibiofilm de I'huile essentielle du thym a plusieurs concentrations

afin de déterminer la dose efficace.
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Annexe 1 : Composition des milieux de culture
Composants Bouillon Nutritif Gélose Nutritive
Extrait de viande 1.5g 1.5g
Peptone 2.5g 2.5g
Agar-agar - 7.5g
Eau distillée 500mL 500mL
Masse totale de poudre 4.0g 11.5¢
pH final 6.8+/- 0.2 6.8+/- 0.2

Remarque : Autoclavage a 121 °C pendant 15 minutes.

Annexe 2 : La préparation de la solution mere de I’hule de thym

Composants Pourcentage réel Composants
Huile essentielle du Thym 10% Huile essentielle du Thym
Tween 80 10% Tween 80
Bouillon Nutritif 180% Bouillon Nutritif

Annexe 3 : Préparation de la solution de cristal violet a 0,5 %

A e

ambiante.

31

Peser 0,5 g de cristal violet.
Dissoudre la poudre dans une petite quantité d’eau distillée &
Compléter le volume a 100 mL avec de ’eau distillée.
Homogénéiser jusqu’a dissolution compléte.

Conserver la solution dans un flacon ambré a température
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Annexe 4 : Résultats de la formation de biofilm par la technique TCP
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Thymus vulgaris.
Abstract

This study evaluates the antibiofilm effect of thyme essential oil « Thymus vulgaris » on several
biofilm-forming bacteria. The microplate assay was used to measure the bacteria’s ability to form a
biofilm before and after treatment of the essential oil. The results show that thyme oil exhibits
significant antibiofilm activity against several pathogenic strains, including Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, and Klebsiella pneumoniae, with a significant reduction in
optical density following treatment. These results highlight the potential of thyme essential oil as a
natural antibiofilm agent, thus opening up interesting prospects for the development of new strategies

to combat bacterial infections associated with biofilms.
Keywords: Thyme essential oil, 7hymus vulgaris, biofilm, antibiofilm, bacteria, microplate.

Résumé

Cette étude évalue I’effet antibiofilm de ’huile essentielle du thym « Thymus vulgaris » sur plusieurs
bactéries formatrices de biofilm. La méthode de microplaque a été utilisée afin de mesurer la capacité
des bactéries a produire un biofilm avant et aprés traitement par I’huile essentielle du thym. Les
résultats obtenus montrent que 1’huile du thym posséde une activité antibiofilm significative contre
plusieurs souches bactériennes, notamment Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa et Klebsiella pneumoniae, avec une réduction importante de la densité optique apres
traitement. Ces résultats mettent en évidence le potentiel de I’huile essentielle du thym comme agent
naturel antibiofilm, ouvrant ainsi des perspectives intéressantes pour le développement de nouvelles

stratégies de lutte contre les infections bactériennes associées aux biofilms.

Mots-clés : Huile essentielle du thym, Thymus vulgaris, biofilm, antibiofilm, bactéries, microplaque.
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